BIOTEKNOLOGI

Ny metode kan
give hurfigere maling
af antibiotikaresistens

| Tarmen

Mikrober i vores tarme kan nedbryde antibiotika, sé&
behandlingen ikke virker. En ny, hurtig metode til p&visning af
antibiofikaresistensgener kan dog fare til bedre behandling - og
ulfimativt til personlige antibiofikakure for den enkelte patient.

Af Eric van der Helm og Anne Lykke,
The Novo Nordisk Foundation
Center for Biosustainability

Hvert ar dgr 700.000 mennesker pa verdensplan af resistente
infektioner. Siden opdagelsen af penicillin i 1928 har antibioti-
ka vaeret anvendt rutinemessigt i sundhedsvasenet til behand-
ling af bakterielle infektioner. For nyligt opdagede forskere
dog, at mikrober i den normale tarmflora besidder resistensge-
ner — samlet set kaldet resistomet — som kan gdelegge effekten
af antibiotika.

En sund tarm indeholder ca. 30 billioner mikrober - el-
ler omtrent s mange celler som hele kroppen bestar af [1].
Mikroberne hjelper f.eks. med at fordgje maden i tarmen.
Nogle af de gavnlige mikrober huser naturligt antibiotika-
resistensgener, som ggr dem i stand til at overleve, hvis de
udsettes for antibiotika. Tarmen kan dog ogsa blive invaderet
af sygdomsfremkaldende organismer kaldet patogener, f.eks.
hvis man spiser fordervet mad. Men patogenerne kan ogsa
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Figur 1. For at bestemme patientens modtagelighed overfor en
bestemt type antibiotika lader man en patientprgve - f.eks. mikro-
ber fra faeces eller blod - vokse i en petriskél. Nogle mikroorganis-
mer vokser meget langsomt, sé& det kan tage op til fo méneder at
dyrke dem.
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erhverve sig resistensgener fra de gavnlige tarmmikrober, sa de
skadelige mikrober pludseligt ikke leengere kan bekampes med
antibiotika.

Samtidig er langt stgrstedelen af de gavnlige mikroorga-
nismer ikke resistente overfor antibiotika og vil derfor blive
udslettet, nar en patient bruger antibiotika, hvilket kan have
negative virkninger for helbredet. Derfor er der stor interesse
i at forstd sammensatningen af tarmens resistom, ise@r hos
indlagte patienter.

Test af gener for

antibiotikaresistens kan tage to maneder

En maéde at finde frem til resistensgenerne er f.eks. ved at tage
en blodprgve pa patienten. Prgven deles op i mindre portioner,
og hver af disse tilsattes forskellige antibiotika og dyrkes.
Mikroorganismer i blodet vil pa den made kun vere i stand til
at vokse, hvis de indeholder et resistensgen, som ggr det muligt
for dem at overleve antibiotikaen, se figur 1.

Den metode vil dog kun fortzlle en lege, at en patient baerer
pa en resistent mikroorganisme, men ikke hvilket eksakt resi-
stensgen der er ansvarligt. Et mere presserende problem er, at
testen tager relativt lang tid at udfgre, da mikroorganismerne
skal dyrkes i et laboratorium. Det tager f.eks. op mod to méne-
der, for Mycobacterium tuberculosis - den mikroorganisme, der
forarsager tuberkulose - kan identificeres med denne metode.

En metode, som omgar den langsommelige dyrkning, kaldes
funktionel metagenomik, figur 2, side 20. I stedet for at dyrke
bakterierne, udtreekker en forsker alt DNA’et fra en fecesprgve
fra patienten og placerer det i en hurtigtvoksende laboratorie-
bakterie, f.eks. E. coli. Colibakterierne indeholder nu DNA-
fragmenter fra tarmens mikroorganismer, og nogle af dem vil
derfor indeholde resistensgener.

Colibakterierne opdeles nu i sma mangder, og der tilsattes
igen forskellige antibiotika til prgverne, hvorefter bakterierne
vokser i ca. 16 timer, figur 3. Kun colibakterier, der indeholder
et resistensgen, er i stand til at vokse og danne synlige kolonier
i en petriskal. Denne proces tager mindre end en dag og er
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Figur 2. Vores nye metode kan identificere de resistensgener, der er til stede i en prgve fra en patient.

langt hurtigere end at dyrke de patogene mikroorganismer. Det
naste trin er at forsta og identificere ngjagtigt hvilke gener, der
forarsager antibiotikaresistensen. Denne viden er vigtig for at
kunne skraeddersy behandlingen.

Hurtig og billig sekventering

é&bner nye muligheder

Den mest precise made at identificere resistensgener pa er ved
hjelp af DNA-sekventering. I dag findes der et utal af forskel-
lige teknologier til sekventering af DNA, hvor den ®ldste
metode kaldes Sanger-sekventering — opkaldt efter Nobelpris-
vinderen Fred Sanger. Selvom Sanger-sekventering er meget
pracist, er det dyrt at opskalere. Nye teknologier, kaldet Next
Generation Sequencing (NGS), er kommet ind pa markedet og
tilbydes af virksomheder som Illumina og PacBio. Med NGS
kan man sekventere store mangder DNA pa kort tid og en af de
nyeste kommercielt tilgengelige NGS-teknologier er nanopore-
sekventering, der tilbydes af Oxford Nanopore Technologies.
Deres nanopore-sekventeringsmaskine, MinION, koster i om-
egnen af 1.000 dollars. Til sammenligning koster en konventio-

Figur 3. Dette er et billede af en of vores laboratorie-E. coli-stam-
mer, der indeholder metagenomisk DNA, og som er dyrket i en
petrisk&l med et bestemt antibiotikum.
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nel NGS-maskine op mod 50.000-1.000.000 dollars. Den lave
indkgbspris betyder bl.a., at nanopore-sekventering ogsa kan
udfgres i ulande.

I forsgget undersggte vi fem fekale prgver fra en intensivpa-
tient, der havde gennemgaet en lungetransplantation pa grund
af lungesygdommen KOL. Under opholdet pé hospitalet blev
patienten behandlet forebyggende med fem forskellige antibio-
tika. Vi anvendte funktionel metagenomik for at fa DNA - og
dermed identificere puljen af resistensgener — fra de fekale prg-
ver. Derefter sekventerede vi DNA’et fra de synlige bakterieko-
lonier med MinION nanopore-sekventeringsmaskinen. Til sidst
anvendte vi en bioinformatisk analysemetode, som vi udviklede

m S&dan virker nanopore-sekventering

MinION sekventeringsmaskinen (en enhed pé stgrrelse
med en USB-nggle) virker ved at detektere variationer i
elektroniske strgmme, nair DNA-baserne glider forbi:

1. For at finde resistomet isoleres fgrst alt det DNA fra
mikroberne, der er involveret i at give resistens. DNA’et
nedbrydes til to strenge, og en enkelt streng fgres ned
gennem MinlON-sekventeringsmaskinen, som indehol-
der sakaldte nanoporer.

2. Hver nanopore er kun et par nano-meter bred og kan kun
indeholde én DNA-streng ad gangen.

3. Der tilfgres en elektrisk strgm til maskinen, og hver
nanopore maler nu @ndringerne i de elektriske impulser
fra DNA’ets forskellige byggesten, som er placeret inde i
poren.

4. De elektriske impulser sendes til en computer, hvor
avanceret software oversatter signalerne til den
genetiske kode.

5. Nar alle DNA-strenge i prgven har passeret gennem
nanoporen, samler computeren alle generne i
resistomet.
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til netop denne teknologi. Den bioinformatiske analysemetode
er tilgeengelig pa https://github.com/EvdHO/poreFUME_paper,
sa alle kan efterprgve analysen.

Ngjagtigheden af resistensgen-identifikationen sammenlig-
net med Sanger-metoden var ca. 97%. Alligevel kunne vi med
metoden identificere de 26 forskellige resistensgener, der var til
stede i patientens tarm. Det viste sig, at nogle af generne gav
resistens over for nogle af de antibiotika, som patienten blev be-
handlet med under opholdet pa intensivafdelingen. Resultaterne
og metoden blev offentliggjort i januar i det videnskabelige
tidsskrift Nucleic Acid Research [2].
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Nanopore-sekventering

kan fagre til personlig behandling

Kombinationen af funktionel metagenomik og nanopore-
sekventering er et lovende alternativ til andre sekventeringstek-
nologier og kan bruges til hurtigt at give en resistensgen-profil,
f.eks. i tarmsystemet. En sadan profil kan fgre til personlig anti-
biotikabehandling hos patienter med hgj risiko for at udvikle
resistens. Med mere malrettet behandling, hvor legerne udvel-
ger medicin, der ikke tricker” bestemte resistensgener i tar-
men, vil man fa en langt mere effektiv behandling og forment-
ligt undga at accelerere udviklingen af antibiotikaresistens.

For at personlig behandling skal blive virkelighed, er der dog
brug for flere undersggelser af, hvordan antibiotikabehandling
pavirker resistens-profilen samt hvordan den efterfglgende
personlige behandling pavirker resistens-profilen. Men konklu-
sionen lader til at vaere, at nanopore-sekventering er et effektivt
veerktgj til at udfgre sddanne undersggelser hurtigt og effektivt.
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